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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen hochempfindlichen 
und selektiven Anti-Elastase 1-Antik6rper, ein Ver- 
fahren zu seiner Herstellung sowie einen hochemp- 
findlichen diagnostischen Testkit der solche Antikor- 
per enthalt. 

Die entzundlichen Erkrankungen der Bauchspei- 
cheldruse nehmen in Industrielandern stand ig zu 
(Rosch W., Deutsches Arzteblatt 84: C-397 - 398; 
1987). Die Erkrankung verlauft meist schubartig und 
kann schlieBlich zum vol I ig en Verlust der Druse fu hi- 
re n. Dabei sind die akuten Schube an starken Bauch- 

— schmerzen und Obelkeit erkennbar, die Zwischen- 
phasen werden von den Patienten jedoch meist 
schmerzf rei erlebt Sie gehen lediglich mit uncharak- 
terist ischen Verdauungsbeschwerden einher, sodaB 

— sie schwer zu erkennen sind. Daher ist bei alien Ver- 
dauungsstorungen ein Verdacht auf eine chronische 
Bauchspeicheldrusenerkrankung zu beachten. 

Zur Diagnose der Pankreatitis im Labor wird bis- 
lang ublicherweise die Konzentration derSerumamy- 
lase bestimmt. Eine Erhohung dieser Serumamylase 
ist jedoch auch bei anderen intraabdominellen Ent- 
zundungen, wie z. B. bei einer Darmperforation, bei 
Mumps oder auch bei Nierenversagen vorhanden. 
Daruberhinaus kann auch ein Anstieg der Serum- 
amylasekonzentration nach der Gabe von Morphinen 
beobachtet werden. Eine weitere Moglichkeit in der 
Labordiagnostik besteht in der Bestimmung des Ver- 
haltntsses von Amylase zu Creatinin-Clearance, das 
bei der akuten Pankreatitis ansteigt Leider normal i- 
sieren sich die bei der akuten Pankreatitis erhohten 
Amylasewerte sehr rasch, sodaB be re its 48 h nach 
Erkrankungsbeginn bei einem Drittel der Patienten 
wieder Normaiwerte gef unden werden (Eckfeldt, J. A. 
et al., Arch. Pathol. Lab. Med. 109, 316 - 319; 1985). 

Eine weitere Diagnosemdgtichkeit besteht in der 
Bestimmung der Lipase. Sowohl die Bestimmung der 
Lipase als auch der Amylase eignen sich jedoch nicht 
zur Erfassung der chronischen Pankreatitis. Diese 
laBt sich bislang nur unzureichend durch die Bestim- 
mung der enzymatischen Aktivitat des Pankreasen- 
zyms Chymotrypsin im Stuhl nachweisen. Der Nach- 
teil dieser Bestimmungsmethode liegt jedoch darin, 
daft lediglich ein geringerTeil des vom Pankreas aus- 
geschutteten Chymotrypsins im Stuhl nachweisbar 
ist, der daruberhinaus auch noch sehr starken 
Schwankungen unterworfen ist (Goldberg et al., Gut 
10, 477 - 483; 1969). Dies macht die Festlegung von 
Normalwerten auBerst schwierig. 

Aus A.Sziegoleit, Biochem. J. 219 ; 735-742; 
(1984) ist es bekannt daB die Pankreaselastase 1 
(E1), die auch Protease E genannt wird, ausschlieB- 
lich im Pankreas gebildet wird und mit dem Verdau- 
ungssaft in das Duodenum abgesondert wird. Zur 
Uberwindung der zuvor geschilderten Nachteile ist 
daher bereits versucht worden, die Elastase 1 im 



Stuhl zu bestimmen, da die Konzentration dieses En- 
zyms im Stuhl die exokrine Funktion der Bauchspei- 
cheldruse wesentlich besser darstellt als die Aktivitat 
von Chymotrypsin (Sziegoleit A. et al., Clin. Biochem. 
5 22, 85-89; 1989). 

Es hat sich aber auch gezeigt, daB sich die akute 
Pankreatitis mittels der Bestimmung von E1 im Se- 
rum nachweisen iaBt (Sziegoleit A. et al., Clin. 
Biochem. 22, 79 - 83; 1989). 
10 Es ist bislang angenommen worden, daB im Ge- 

gensatz zu den ubrigen Enzymen, E1 wahrend der 
Darmpassage nicht oder nur unwesentlich abgebaut 
wird. Seine Konzentration im Stuhl zeigt somit den 
Funktionsgrad des exokrinen Pankreas a nrDaruber- 
15 hinaus wird in akuten Erkrankungsphasen der Druse 
das Enzym auch in die Blutbahn uberfuhrt. 

Zur Messung der Elastase 1 im Serum steht h^ - 
reits ein radio-immunologischer Test zur Verfugung — 
(Murata A. et al., Enzyme 30, 29 - 37; 1983, Elastase- 
20 1-RIA-Kit, Abbott Diagnostic). 

Eine solche radiologische (RIA) Bestimmung hat 
jedoch den Nachteil, daB die radioaktiven Reagenzi- 
en nur eine begrenzte Haltbarkeit aufweisen und da- • 
her laufend nachsynthetisiert werden mussen. Dar- 
25 Oberhinaus muB das radioaktive Material aufwendig 
entsorgt werden und die Messung von radioaktiven 
Stoffen benotigt besonders ausgebildetes Personal 
und eine spezielie Laborausrustung. AuBerdem istes 
mit diesem Test nicht oder nur unzureichend moglich, 
30 die Konzentration von E1 im Stuhl zu bestimmen. 

Die Erfindung hatdaherzumZiel, ein Testverfah- 
ren bereitzustellen, mit dem die menschiiche 
Elastase 1 sowohl zur Diagnose der akuten als auch 
zur Diagnose der chronischen Pankreatitis durchge- 
35 fuhrt werden kann und das sowohl fur die Bestim- 
mung der Elastase 1 im Serum als auch im Stuhl aus- 
reichend empfindlich ist. 

Dieses Ziel wird erf indungsgemaB mittels einem 
Antikorper erreicht, der gegen das Epitop mit der Ami- 
40 nosauresequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-lle- 
Arg gerichtet ist. Es hat sich namlich uberraschender- 
weise gezeigt, daB Antikorper, die gegen dieses Epi- 
top der Humanelastase 1 gerichtet sind, besonders 
selektiv das Markerenzym erkennen und dabei ande- 
45 re Antigene diskriminieren. 

Die Erfindung betrifft daher auch ein Verfahren 
zur Herstellung von Anti-Elastase-Antikorpern auf an 
sich bekannte Weise, das jedoch dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB man als Antigen das zuvor def inierte 
so Epitop verwendet ErfindungsgemaB ist es auch 
moglich, Teile und Bruchstucke dieses Epitops zur 
Immunisierung bzw. zur Herstellung von Antikorpern 
zu verwenden, solange diese eine Immunantwort 
auslosen. Solche Fragmente sind sowohl auf synthe- . 
55 tischem Wege als auch durch chemischen und/oder 
biologischen Abbau der Elastase 1 erhaltlich. Im 
erf indingsgemaBen Verfahren hat es sich als zweck- 
maBig erwiesen, das Peptid oder das Teilpeptid, ggf. 
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uber einen Spacer, an einen Tragerzu binden. Geeig- 
nete Trager sind dem Fachmann bekannt und sind 
insbesondere synthetische und naturliche Membran- 
teile, Polyzucker Oder Peptide bzw Proteine. Beson- 
ders bevorzugt sind wiederum Albumine und 
Hamocyanine. Die zu verwendenden Spacer sind 
dem Fachmann ebenfalls bekannt. Mit dem erfin- 
dungsgemaken Epitop bzw.desseh Fragmenten ist 
es moglich sowohf selektive monoklonale als auch 
polyklonale AntikSrper zu erhalten. Vorzugsweise 
werden paraff ingangige Antikorper erhalten. 

Antiseren, welche die erf indungsgema&en Anti- 
korper enthalten, werden dadurch gewonnen, daB 
man Versuchstiere mit hochgereinigter menschlicher 
Eiastase 1 oder mit den Fragmenten dieses Enzyms 
immunisiert Dabei werden Versuchstiere wie Mause, 
Ratten, Kaninchen, Ziegen oderPferde in an sich be- 
kannter Weise immunisiert und so Antiseren mit po- 
lyklonalen Antikorpern erhalten aus denen die erf in- 
dungsgema&en Antikorper auf ebenfalls bekannte 
Weise erhaltlich sind. Bevorzugte erfindungsgema- 
Be Antikorper sind paraff ingangig. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden 
mittels dem erf indungsgemaRen Epitop in entspre- 
chender Weise monoklonale Antikorper nach der Me- 
thode von G. Kohler und C. Milstein, (Nature 256, 495 
- 497; 1975) gewonnen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher 
ein monoklonaler Antikorper, der spezif isch mit E1 
bindefahig ist. Ein solcher AntikSrper ist erhaltlich, in- 
dem man Mause oder Ratten mit hochgereinigter E1 , 
bzw. dem erfindungsgemaB zu verwendenden Epi- 
top, immunisiert, B-Lymphozyten aus der Milz der im- 
munisierten Here mit Myelomzellen fusion iert, die ge- 
bildeten Hybridomazellen kloniert, die Hybridomazel- 
len, die E1 bindungsfahige Antikorper sezernieren, 
isoliert, kloniert und zuchtet und den durch sie gebil- 
deten monoWonalen Antikorper gewinnt 

Besonders bevorzugt wird ein Zellinie verwen- 
det, die selbst kein Immunoglobulin produziert 

Die erfindungsgemafc erhaltlichen monoklo- 
nalen Antikorper reagieren nicht mit anderen Sub- 
stanzen, sondern sind fur El spezifisch. Die erf in- 
dungsgema&en monoklonalen Antikorper sind vor- 
zugsweise paraff ingang ig . 

Bevorzugte erf indungsgema&e Antikorper sind 
aus den Hybridoma-Zellinien erhaltlich, die bei der 
European Collection of Animal Cell Cultures 
(ECACC), Vaccine Research and Production 
Laboratory, Public Health and Laboratory Service, 
Center for Applied Microbiology and Research, 
Porton Down, GB-Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, am 
21. Dezember 1990 hinterlegt word en sind, und die 
die Anmeldenummern 90 121 90 6 und 90 121 90 7 
erhalten haben. Beide aus diesen Zellinien erhaltli- 
che Antikorper sind paraff ingangig. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die 
Verwendung des erfindungsgema&en E1-spezifi- 



schen Antikorpers zurqualitativen und/oderquantita- 
tiven Bestimmungvon E1. Es istsomit moglich, unter 
Verwendung des Antikorpers die Eiastase 1 spezi- 
fisch in Korperf lussigkeiten und im Stuhl nachzuwei- 

5 sen. Die Erfindung betrifft daher auch einen Testkit 
der die erfindungsgema&en Antikorper enthalt, und 
zwar insbesondere immunologische Testkits zur Dia- 
gnose und zur Verlaufskontrolle der chronischen 
Pankreatitis, der akuten Pankreatitis und der 

10 Mucoviscidose in Korperflussigkeiten und/oder im 
Stuhl. ZweckmaBige Korperflussigkeiten sind dabei 
Blut, Plasma und Serum. 

Bei Versuchen zum Nachweis von E1 im Blut, 
Plasma, Serum oder Stuhl wurden indirekte, kompet-" 

15 itive- und Sandwich-ELISA eingesetzt. Es hat sich je- 
doch gezeigt, da&ein Sandwich-ELISAfurdieschnel- 
le Diagnostik bei groRem -Probenumfang~am 
geeignetesten ist, da dieser von aridereh hicht kalku- " 
lierbaren Serumfaktoren unabhangig ist. Hierfursind 

20 mindestens zwei verschiedene monoklonale Antikor- 
per notig, die gegen unterschiedliche Epitope des En- 
zyms gerichtet sind. 

Mit solchen Tests lassen sich ^nzymverschie- 
bungen z. B. im Serum oder Stuhl, insbesondere das 

25 Auftreten dieser Verschiebungen bei Veranderungen 
des Pankreas-Status, nachweisen. 

Bestimmungsverfahren nach dem Prinzip des 
Immunoassays sind we it verbreitet. Vorteil dieser Be- 
stimmungsmethode ist ihre Genauigkeit und Schnel- 

30 ligkeit (groRe Sicherheit und Probendurchsatz) sowie 
die Moglichkeit, sehrgeringe Substanzmengen nach- 
weisen zu konnen (im Nanogramm-Bereich). Zur 
Durchfuhrung der Bestimmung sind verschiedene 
Verfahrensvarianten moglich, sowohl mit homogenen 

35 als auch mit heterogenen Phasen. Bei der Ausfuh- 
rungsform mit heterogener Phase wird einer der Re- 
zeptoren an einen Trager gebunden. Beim Sandwich- 
Verfahren wird beispietsweise ein erster Antikorper 
als Rezeptor, bzw. als sog. Fanger oder Catcher an 

40 den Trager gebunden, die Testlosung zugegeben, 
wobei das in der Testlosung zu bestimmende Antigen 
von den Rezeptoren aus der Testlosung herausge- 
fischt und gebunden wird. Anschlie&end wird ein 
zweiter, markierter Antikorper zugegeben, derspezt- 

45 f isch mit dem Antigen oder Antigen-Rezeptorkomplex 
reagiert. Mittels der Markierung des zweiten Antikor- 
pers kann dann mit Hilfe einer Eichlosung (isolierte, 
gereinigte Humart-Elastase 1) die Menge an Anfigen 
bestimmt werden. 

so In einer weiteren bevorzugten erf indungsgema- 

Ben Ausfuhrungsform wird ein erster Antikorper als 
Rezeptor an einer Tragermatrix mit einer Membran-, 
Gewebs- oder Vliesstruktur derart gebunden, da& er 
nicht wie ublicherwefeeden Boden der Vertiefung ei- 

55 ner Elisa-lmmunoplatte darstelit, sondern in der Ma- 
trix gebunden vorliegt Bevorzugte Matrizes sind mi- 
cropordse Rachmembranen oder Hohtfaser-Mebra- 
nen, die in einer besond ere n Ausfuhrungsform mit lo- 
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nenaustauschergruppen versehen sind. Hierzu wer- 
den vorzugsweise solche microporosen Flachmem- 
branen verwendet, wie sie z.B. von der Pall Corp., 
New Jersey, USA vertrieben werden. Die erf indungs- 
gemafc zu verwendenden Hohlfaser-Membranen 5 
sind ebenfalls im Handel erhaltlich und werden z.B. 
von Sepracor Inc., Ma., USA vertrieben. Mittels sol- 
cher Tragermaterialien ist es moglich besonders 
schnelle und unkomplizierte Nachweisverfahren be- 
reitzustellen. 10 

Fur dieses allgemeine Prinzip gibt es viele Varia- 
tion smoglichkeiten. So kann beispielsweise eine Be- 
stimmung mit drei Rezeptoren erfolgen, wobei einer 
der-drei-Rezeptoren-in heterogener Phase vorliegt 
und die anderen beiden Rezeptoren Idslich sind. Ei- 15 
ner der beiden loslichen Rezeptoren ist markiert, 
wahrend der andere unma rkiert ist Der losliche Re- 
zeptor ist dann gegen den nicht markierten Rezeptor 
gerichtet. 

Die Verwendung der erfindungsgema&en E1 20 
spezif ischen Antikorper zur selektiven quantitativen 
Bestimmung von E1 nach dem Prinzip des 
Immunoassays erfolgt durch Inkubation mit minde- 
stens zwei verschiedenen Rezeptoren. Beide Rezep- 
toren, z. B. monoklonale Antikorper, mussen spezi- 25 
fischfur E1 sein, welches uber jeweils unterschiedli- 
che Epitope (Bindungsstellen) gebunden werden 
mu&. 

Einer der beiden Rezeptoren wird an eine Fest- 
phase gebunden. Die Bindung an die Festphase er- 30 
folgt in ublicher Weise und ist dem Fachmann be- 
kannt. Weiter hin wird mindestens ein weiterer Rezep- 
tor verwendet, der in loslicher Form vorliegt. 

Dieser weitere Rezeptor tragt eine Markierung. 
Werden mehrere weitere Rezeptoren R2 verwendet, 35 
so tragt nur einer von diesen eine Markierung. Die 
Markierung des Rezeptors erfolgt in an sich ublicher 
Weise und ist dem Fachmann bekannt. 

Im erfindungsgema&en Testkit erfolgt die Mar- 
kierung in an sich bekannter Weise, insbesonders 40 
durch eine radioaktive Markierung, durch-eine Bin- 
dung von Biotin (Biotin/Avidin), durch ein eine meB- 
bare Reaklion auslosendes Enzym, bzw. durch eine 
chemilumineszente oder fluoreszierende Verbin- 
dung. Besonders bevorzugt ist die Markierung mit ei- 45 
nem Enzym, insbesondere mit Peroxidase Oder 
Phosphatase. Die Markierung mit einem Enzym er- 
laubtin einer besonderen Ausfuhrungsformauch, die- 
sen Antikorper in einem zweiten Enzymamplifika- 
tionssystem einzusetzen (Stanley, C. J., Paris, F., so 
Plumb, A., Webb, A. Johannsson, A. American 
Biotechnology Laboratory: May/June; 1 985; Self, C. 
H., J. Immunol. Meth.; 1985). 

In einer besonders bevorzugten Ausfuh rungs- 
form des Verfahrens wird nun entweder ein unspezi- 55 
f isch mit E1 bindefahiger Rezeptor oder bevorzugt 
ein spezifisch mit E1 bindefahiger Rezeptor an eine 
Festphase gebunden. Dieser an die Festphase ge- 



bundene Rezeptor wird anschlieBend mit der Losung, 
die das zu bestimmende E1 enthalten soil und einem 
Antikorper inkubiert, der spezif isch mit E1 bindefahig 
ist, in einer loslichen Form vorliegt und eine Markie- 
rung tragt. 

Ist der an die Festphase gebundene Rezeptor ein 
unspezifisch mit E1 bindefahiger, so lagern sich an 
der Festphase nicht nur E1, sondern auch andere An- 
tigene an. Der zweite Antikorper, der spezifisch mit 
E1 bindefahig ist, lagert sich jedoch nur an E1, sodaB 
nur E1-Molekule spezifisch einen markierten Antikor- 
per tragen, wahrend die anderen Antigene nicht mar- 
kiert werden. Auf diese Weise ist es nach Trennung 
der festen von der flussigen Phase moglich, uber die - 
Messung der Markierung den Gehalt an E1 zu be- 
stimmen. 

Wird an die Festphase ein an E1 spezifis ch b in- 
defahiger erster Rezeptor fixiert, so wird an der Fest- 
phase spezifisch nur E1 gebunden. Bei der Inkubati- 
on mit dem loslichen, E1-spezifischen zweiten Re- 
zeptor bzw. Antikorper reagiert auch dieser aus- 
schlieBlich mit E1. Da somit praktisch keine Bindung 
anderer Antigene an die Festphase erfolgt, ist dieses 
Verfahren hoch spezifisch und erlaubtdaher sehrge- 
naue Bestimmungen. Dabei wird an der Festphase 
selektiv E1 gebunden, andere Antigene bleiben in Lo- 
sung. Weiterhin lagert sich an E1 der losliche, mar- 
kierte, mit E1 bindefahige Antikorper an. Nach Tren- 
nung der festen von derflussigen Phase kann wieder- 
um uber die Markierung der Gehalt an E1 sehrgenau 
bestimmt werden. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird zur weiteren Erhohung der Se- 
lektivitat ein dritter Antikorper zugegeben, der gegen 
den zweiten Antikorper gerichtet ist und der die Mar- 
kierung tragt. 

Weitere, dem Fachmann bekannte Verfahrens- 
varianten mit drei Rezeptoren sind ebenfalls unter 
Verwendung der spezifisch mit E1 bindefahigen An- 
tikorper moglich und bedurfen hier keiner weiteren 
Ausfuhrungen. 

Von den fur die Durchfuhrung des erfindungsge- 
ma&en Verfahrens verwendeten Antikorpern ist vor- 
zugsweise zumindest einer ein monoklonaler Antikor- 
per. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden 
nur monoklonale Antikorper als Rezeptoren verwen- 
det 

Der E1-spezifisch-bindefahige Antikorper kann 
entweder an die Festphase gebunden vorliegen oder 
aber als loslicher, markierter oder unmarkierter Re- 
zeptor verwendet werden. Vorzugsweise ist dieser 
Rezeptor ein monoklonaler Antikorper. Besonders 
bevorzugt sind alle verwendeten Rezeptoren mono- 
klonale Antikorper 

Das erfindungsgema&e Verfahren, sowie der 
Testkit sind besonders fur automatisierte Analysen- 
syteme geeignet, insbesonders fur solche Systeme, 
die auf einem Biosensor basieren und von der Chip- 
technologie Gebrauch machen. 
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Die Erf indung wird durch die fplgenden Beispiele 
naher erlautert 

Beispiel 1 

a) Herstellung monoklonaler Antikorper mittels 
hochgereinigter E1: 

Hochgereihigte menschliche E1, deren Gewin- 
nung aus menschlichem Pankreas beschrieben ist 
(Sziegoleit A., Purification and Characterization of a 
cholesterol binding protein from human pancreas. 
Biochem. J. 207:573-582; 1982), wird in PBS geldst 
und zu gleichen Teilen mit Freund's-Adjuvans ge- 
mischt Jeweils 100 jig dieses Gemisches werden in 
6 bis 8 Wochen alte Balb/c Mause i.p. und s.c. injiziert 
-Diese Injektionen werden zweimal im Abstand von 3 
bis 4 Wochen wiederholt. Nach obengenanntem 
Schema mit hochgereinigter E1 immunisierte Mause 
erhalten 3 Tage vor der Entnahme der MHz eine i.v. 
Injektion von 100 \ig hochgereinigter E1, welche in 
PBS gelost ist 

Etwa 100 Mill. Zellen von der Mitz einer immuni- 
sierten Maus werden mit 50 Mill. Myelomazellen (x 
63-Sp8-653 t eine Zellinie, die kein Immunglobulin 
synthetisiert; zu beziehen bei The Salk Institute, Cell 
Distribution Center, San Diego CA 92112, USA) in 
Gegenwart von Polyethylenglykol (MG 3400) fusio- 
niert Fusionierte Zellen werden auf 8 Platten, die je- 
weils 24 Vertief ungen enthalten, ausgesat Jede die- 
ser Vertief ungen enthalt 50 Mill. Milzzeilen unimmu- 
nisierter syngener Mause in Nahrmedium, welches 
Hypoxantin, Aminopterin und Thymidin enthalt. 

Die Antikorper enthaltenden Oberstande dieser 
fusionierten Zellen (Hybridoma) werden 10 bis 14 Ta- 
ge spater mittels ELISA, Westernblott, Gefrier- 
schnitt, Paraff inschnitt bezuglich ihrer Spezif itat ge- 
gen hochgereinigte, menschliche E1 getestet 

Um monokionale Antikorper zu erhalten, die nur 
gegen E1 gerichtet sind, werden Hybridomazellen, 
deren Oberstande keine gegen andere Antigene ge- 
richteten Antikorper enthalten, zweimal kloniert 

b) Herstellung monoklonaler Antikorper mittels 
einem immunogenen Peptid: 

Es wird mittels einer Festphasensynthese nach 
Mem'field das Peptid mit der Aminosauresequenz 
Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-lle-Arg hergestellt und 
wie zuvor beschrieben in 6 bis 8 Wochen alte Balb/c 
Mause injiziert Durch die zuvor beschriebene Vorge- 
hensweise werd n monokionale Antikorper erhalten, 
die gegen menschliche Elastase 1 sowohl aus Stuhl 
als auch aus Serum hochspezif isch sind. 



Bestimmung v n E1 in Plasma mit 
mononoklonalen E1 -spezif ischen Antikorpern. 

Beispiel 2 

5 

Es wird E1 im Plasma mit einem ELISA bestimmt 
Hierzu werden gemaR Beispiel 1 erhaltene monokio- 
nale, E1 -spezif ische Antikorper, in PBS, pH 7,2 ge- 
lost und, an Polystyrol als Trager immobilisiert Nach 

10 einem Waschschritt wird verduhntes Plasma oder Se- 
rum/welches E1 enthalt, dazugegeben. Das Plasma 
oder Serum wird in einem Puffer der PBS, 5mmol 
EDTA und 0,2% Tween 20 enthalt, verdunnt. 

Nach einem Waschschritt"irTPBSrO,2%"Tween 

15 20, wird die an den Antikorper gebundene E1 mit ei- 
nem polyklonalen Antikorper, der auch E1 bindet und 
an den Phosphatase gekoppelt-ist,-der-gel6st~ist in 
PBS, das 0,2% Tween 20 enthairund einen pH von 
7,2 hat, eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert 

20 Nach einem erneuten Waschschritt wird durch Zuga- 
be von p-Nitrophenylphosphatdinatriumhexahydrat 
eine Anderung der optischen Dichte in den Reakth 
onsgefa&en gemessen, in denen die monokionalen 
Antikorper mit E1 reagiert haben. 

25 

Bestimmung von E1 in Plasma mit zwei 
verschiedenen E1-spezifischen Antikorpern 

Beispiel 3 

30 

Ein monoklonaler Antikorper, der gegen E1 ge- 
richtet ist, wird, wie in Beispiel 2 beschrieben, an ei- 
nen Trager fixiert Nach einem Waschschritt wird Se- 
rum bzw. Plasma, das E1 enthalt, mit ,;dem 

35 monokonalen Antikorper unter denselben Bedingun- 
gen wie im Beispiel 2 inkubiert. Nach einem weiteren 
Waschschritt wird die Bindung von E1 durch einen 
zweiten erfindungsgemaRen E1 -spezif ischen mono- 
kionalen Antikorper detektiert Dieser zweite E1-spe- 

40 zif ische Antikorper tragt Peroxydase kovalent ge bun- 
den. Nach einem Waschschritt wird nach Zugabe von 
ABTS als Substrat f ur Peroxydase eine Anderung der 
optischen Dichte gemessen. 

45 Beispiel 4 

Es wird wie in Beispiel 3 beschrieben verfahren, 
jedoch wird an den zweiten E1 -spezif ischen Antikor- 
per statt eines Enzyms Biotin gekoppelt Vor 

50 Substratzugabe wird dann Peroxidase-konjugiertes 
Avidin oder Peroxydase-konjugiertes Streptavidin 
.zugesetzt Die so gewahlte Bestimmung von E1 er- 
laubt ganz spezif isch nur E1 zu bestimmen. Andere 
Antigene, die in der Losung enthalten sind, storen die 

55 erf indungsgema&e Bestimmung der E1 nicht 
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Patentanspruche 

Patentanspruche fur folgende 
Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, DK, FR, 
GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1 . Verfahren zur Gewinnung von mono und/oder po- 
lyklonalen Anti-Elastase- 1 -Anti korpern, die mit 
Elastase 1 in Korperflussigkeiten und im Stuhl 
reagieren, durch Immunisierung auf an sich be- 
kannte Weise dadurch gekennzeichnet, daB 
man ein Antigen verwendet, das die Aminosaure- 
sequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Giy-Asp-lle-Arg 

oder Immunol ogisch wirksame Teilpeptide davon 

aufweist. 

2. Verfahre n nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft man ein synthetisches Teilpeptid 

verwendet. 

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB. man ein Teilpep- 
tid verwendet, das uber einen Spacer an einen 
Trager gebunden ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Trager ein Peptid verwen- 
det 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 3 oder 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB man als Trager 
ein Albumin oder ein Hamocyanin verwendet 

6. Hybridoma-Zellinie mit der Hinterlegungsnum- 
mer ECACC 90 121 90 6. 

7. Hybridoma-Zellinie mit der Hinterlegungsnum- 
mer ECACC 90 121 90 7. 

8. Anti-Elastase 1-Antikorper, erhaltlich nach ei- 
nem der Verfahren der Anspruche 1 bis 5. 

9. Anti-Elastase 1-Antikorper, erhaltlich aus den 
Hybridoma-Zellinien mit den Hinterlegungsnum- 
mern ECACC 90 121 90 6 und ECACC 90 121 90 
7. 

10. Immunologischer Testkit, enthaltend zumindest 
einen Antikdrper nach einem der Anspruche 8 
oder 9. 

11. Immunologischer Testkit nach Anspruch 10 zur 
Diagnose und Verlaufskontrolle der chronischen 
Pankreatitis, der akuten Pankreatitis und der 
Mucoviscidose in Korperflussigkeiten und/oder 
im Stuhl. 



Patentanspruche fur f Igende 
Vertragsstaaten : ES, GR 

1. Verfahren zur Gewinnung von mono-und/oder 
5 polyklonalen Anti-Elastase-1-Antikorpern, die 

mit Elastase 1 in Korperflussigkeiten und im 
Stuhl reagieren, durch Immunisierung auf an sich 
bekannte Weise dadurch gekennzeichnet, daB 
man ein Antigen verwendet, das die Aminosaure- 
10 sequenz Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-He-Arg 

oder immunologisch wirksame Teilpeptide davon 
aufweist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
15 zeichnet, daB man ein synthetisches Teilpeptid 

verwendet. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, — 
dadurch gekennzeichnet, daB man ein Teiipep- 

20 tid verwendet, das uber einen Spacer an einen 

Trager gebunden ist 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Trager ein Peptid verwen- 

25 det 

5. .Verfahren nach einem der Anspruche 3 oder 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB man als Trager 
ein Albumin oder ein Hamocyanin verwendet 

30 

6. Hybridoma-Zeliinie mit der Hinterlegungsnum- 
mer ECACC 90 121 90 6. 

7. Hybridoma-Zellinie mit der Hinterlegungsnum- 
35 mer ECACC 90 121 90 7. 

8. Anti-Elastase 1-Antikorper, erhaltlich nach ei- 
nem der Verfahren der Anspruche 1 bis 5. 

40 9. Anti-Elastase 1-Antikorper, erhaltlich aus den 
Hvbridoma-Zeliinien mit den Hinterlegungsnum- 
mern ECACC 90 121 90 6 und ECACC 90 1 21 90 
7. 

45 10. Immunologischer Testkit, enthaltend zumindest 
einen Antikdrper nach einem der Anspruche 8 
oder 9. 

11. Immunologischer Testkit nach Anspruch 10 zur 
so Diagnose und Verlaufskontrolle der chronischen 

Pankreatitis, der akuten Pankreatitis und der 
Mucoviscidose in Korperflussigkeiten und/oder 
im Stuhl. 

55 12. Verfahren zur Herstellung eines immunologi- 
schen Testkits, dadurch gekennzeichnet; daB 
man Antikorper verwendet, die nach einem der in 
den Anspruchen 1 bis 5 definierten Verfahren 
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und/oder aus den Hybridoma-Zellinien mit den . 
Hinterlegungsnummern ECACC 90 121 90 6 und 
ECACC 90 121 90 7 erhaltlich sind. 

5 

Claims 

Claims for the following Contracting States : 
AT, BE, CH, LI, DE, DK, FR, GB, IT, LU, NL, SE 

10 

1. Process for obtaining mono- and/or polyclonal 
anti-elastase 1 antibodies, which react with elas- 
tase 1 in bodily fluids and in stools, by immuniz- 
ing in a manner known per se, characterised in 

that an antigen is used having the amino acid se- 15 
quence Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-IIe-Arg or 
immunologically active partial peptides thereof. 

2. Process according to claim 1, characterised in 

that a synthetic partial peptide is used. 20 

3. Process according to one of claims 1 or 2, char- 
acterised in that a partial peptide is used which is 
bound to a carrier by means of a spacer. 

4. Process according to claim 3, characterised in 
that a peptide is used as the carrier. 

5. Process according to one of claims 3 or 4, char- 
acterised in that an albumin or a haemocyanin is 30 
used as the carrier. 

6. Hybridoma cell line having the file number 
ECACC 90 121 90 6. 

35 

7. Hybridoma cell line having the file number 
ECACC 90 121 90 7. 

8. Anti-elastase 1 antidbody obtainable according 

to one of the processes of claims 1 to 5. 40 

9. Anti-elastase 1 antibody obtainable from the hy- 
bridoma cell lines having the file numbers 
ECACC 90 121 90 6 and ECACC 90 121 90 7. 

45 

1 0. Immunological test kit containing at least one an- 
tibody according to one of claims 8 or 9. 

11. Immunological test kit according to claim 10 for 

the diagnosis and course monitoring of chronic so 
pancreatitis, acute pancreatitis and mucoviscido- 
sis in bodily fluids and/or stools. 

Claims for the following C ntracting 

States : ES, GR 55 

1. Process for obtaining mono- and/or polyclonal 
anti-elastase 1 antibodies, which react with elas- 



tase 1 in bodily fluids and in stools, by immuniz- 
ing in a manner known per se, characterised in 
that an antigen is used having the amino acid se- 
quence Thr-Met-Val-Ala-Gly-Gly-Asp-lle-Arg or 
immunologically active partial peptides thereof. 

2. Process according to claim 1, characterised in 
that a synthetic partial peptide is used. 

3. Process according to one of claims 1 or 2, char- 
acterised in that a partial peptide is used which is 
bound to a carrier by means of a spacer. 

4. Process-according to-claim-3i-characterised in 

that a peptide is used as the carrier. 

5 " Pro cess according to one of claims 3 or 4 t cha r- 

acterised in that an albumin or a haemocyanin is 
used as the carrier. 

6. Hybridoma cell line having the file number 
ECACC 90 121 90 6. 

7. Hybridoma cell line having the file number 
ECACC 90 121 90 7. 

8. Anti-elastase 1 antidbody obtainable according 
to one of the processes of claims 1 to 5. 

9. Anti-elastase 1 antibody obtainable from the hy- 
bridoma cell lines having the file numbers 
ECACC 90 121 90 6 and ECACC 90 121 90 7. 

1 0. Immunological test kit containing at least one an- 
tibody according to one of claims 8 or 9. 

11. Immunological test kit according to claim 10 for 
the diagnosis and course monitoring of chronic 
pancreatitis, acute pancreatitis and mucoviscido- 
sis in bodily fluids and/or stools. ^ 

12. Process for preparing an immunological test kit, 
characterized by the use of antibodies obtainable 
by the processes defined in claims 1 to 5 and/or 
by the hybridoma cell lines having the file num- 
bers ECACC 90 121 90 6 and ECACC 90 121 90 
7. 



Revendications 

Revendications pour les Etats contractants 
suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, 
NL, SE 

1. Proc6d6 d'obtention d'anticorps anti-6lastase 1 
mono- et/ou polyclonaux, qui r£agissent avec 
I'&lastase 1 dans les liquides corporels et dans 
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les selles, par immunisation de facon connue en 
soi, caracterise en ce que Ton utilise un antigfene 
contenant la sequence d'aminoacides Thr-Met- 
Val-Ala-Gly-Gly-Asp-lle-Arg ou des fragments 
peptidiques & activite immunologique de cette 5 
sequence. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en 
ce que Ton utilise un fragment peptidique synthe- 
tique. 10 



sequence. 

2. Proc6de selon la revendication 1, caracterise en 
ce que Ton utilise un fragment peptidique synth6- 
tique. 

3. Proc6de selon i'une des revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que Ton utilise un fragment 
peptidique lie d un support par l'interm6diaire 

. d'un espaceur. 



3. Procede selori Tune des revendications 1 ou 2, 
caracterise en ce que Ton utilise un fragment 
peptidique lie k un support par rintermediaire 
d*un espaceur. 15 



4. Procede selon la revendication 3, caracterise en 
ce que I'on utilise un peptide comme support. 



4. Proc6d6 selon la revendication 3, caracterise en — ; 

ce que I'on utilise un peptide comme support 

5. Procede selon Tune des revendications 3 ou 4, 20 
caracterise en ce que Ton utilise une albumine ou 

une hemocyanine comme support. 

6. Lign6e cellulaire d'hybridome ayant le numero de 
depot ECACC 90 121 90 6. 25 

7. Lign6e cellulaire d'hybridome ayant le num6ro de 
d6pot ECACC 90 121 90 7. 

8. Anticorps anti-eiastase 1, pouvant etre obtenus 30 
par Tun des precedes des revendications 1 & 5. 

9. Anticorps anti-eiastase 1 , pouvant etre obtenus d 
partirdes Iign6es cellulaires d'hybridomes ayant 

les num6ros de d6p6t ECACC 90 121 90 6 et 35 
ECACC 90 121 90 7. 

10. Trousse d'analyse immunologique, contenant au 
moins un anticorps selon Tune des revendica- 
tions 8 ou 9. 40' 

11. Trousse d'analyse immunologique selon la re- 
vendication 10 pour le diagnostic et ie suivi de 
Involution de la pancreatite chronique, de la pan- 
creatite aigue et de la mucoviscidose dans les li- 45 
quides corporels et/ou dans les selles. 

Revendications pour les Etats contractants 
suivants : GR, ES 

50 

1. Procede d'obtention d'anticorps anth6lastase 1 
mono- et/ou polyclonaux, qui reagissent avec 
reiastase 1 dans les liquides corporels et dans 
les selles, par immunisation de facon connue en 
soi, caracterise en ce que Ton utilise un antig&ne 55 
contenant la sequence d'aminoacides Thr-Met- 
Val-AIa-GJy-Gly-Asp-lie-Arg ou des fragments 
peptidiques & activity immunologique de cette 



5. Precede selon Tune des revendications 3 ou 4, 
caracterise en ce que Ton utilise une albumine ou 
— — ttne hemocyanine comme su pport. 



6. Lignee cellulaire d'hybridome ayant le numero de 
, d6p6t ECACC 90 1 21 90 6. 

7. Lignee cellulaire d'hybridome ayant le numero de 
d6p6t ECACC 90 121 90 7. 

8. Anticorps anti-eiastase 1, pouvant etre obtenus 
par l*un des proc6d6s des revendications 1 d 5. 

9. Anticorps anti-eiastase 1 , pouvant etre obtenus & 
partir des Iign6es cellulaires d'hybridomes ayant 
les numeros de d6p6t ECACC 90 121 90 6 et 
ECACC 90 121 90 7. 

10. Trousse d'analyse immunologique, contenant au 
moins un anticorps selon Tune des revendica- 
tions 8 ou 9. 

11. Trousse d'analyse immunologique selon la re- 
vendication 10 pour le diagnostic et le suivi de 
revolution de la pancreatite chronique, de la pan- 
creatite aigue et de la mucoviscidose dans les li- 
quides corporels et/ou dans les selles. 

12. Precede de preparation d'une trousse d'analyse 
immunologique, caracterise en ce que Ton utilise 
des anticorps qui peuvent etre obtenus par I'un 
des precedes d6f inis dans les revendications 1 d 
5 et/ou k partir des lign6es cellulaires d'hybrido- 
mes ayant les numeros de d6p6t ECACC 90 121 
90 6 et ECACC 90 121 90 7. 
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